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1H ЯМР ИССЛЕДОВАНИЕ САМОАССОЦИАЦИИ АКРИДИНОВОГО ГОМОДИМЕРА В ВОДНОМ 
РАСТВОРЕ 

 
Методом ЯМР спектроскопии проведено исследование самоассоциации акридинового гомодимера в водном 

растворе. Установлено наличие сложного динамического равновесия, включающего образование частично 
интеркалированных димеров и тримеров молекул гомодимера. Получены параметры образования различных комплексов 
бис-интеркалятора в растворе: равновесная константа, энтальпия и энтропия. 

 
Введение. Принято считать, что механизм биологического действия ряда низкомолекулярных 

ароматических соединений связан с интеркаляцией ароматического хромофора в двойную спираль ДНК с 
последующим ингибированием процессов репликации и транскрипции [1]. Изучение взаимосвязи структуры 
интеркалятора и ассоциированной с ним биологической активности продемонстрировали наличие 
положительной корреляции между цитотоксичностью препарата и его сродством к дуплексу ДНК в водном 
растворе [2], что стимулировало поиск ароматических соединений, эффективно связывающихся с 
молекулами нуклеиновых кислот. Так, путем целенаправленного синтеза был создан новый класс 
ароматических соединений – полифункциональные бис-интеркаляторы – основу которых составляет 
система двух одинаковых или различных ароматических хромофоров, соединенных гибким линкером 
определенной длины. Константа комплексообразования таких молекул с ДНК на несколько порядков 
превышает соответствующую константу для классических моноинтеркаляторов, кроме того, бис-
интеркаляторы проявляют значительно большую специфичность к последовательности оснований, что 
связывают с двойной интеркаляцией обоих хромофоров в дуплекс ДНК (бис-интеркаляция) [3]. 

Проведенные ранее исследования связывания с ДНК простейших гомодимеров, синтезированных на 
основе фенантридиновых и акридиновых хромофоров, указали на необходимость учета распределения в 
растворе различных равновесных форм таких молекул, включающего как минимум образование открытой 
(U – ‘unfolded’) и закрытой (F – ‘folded’) конформаций бис-интеркалятора [4,5]. Вместе с тем в работах [6,7] 
на основании анализа спектрофотометрических данных акридинового гомодимера (AcrD) было впервые 
сделано предположение о возможности образования в растворе агрегатов более высокого порядка, чем U и 
F-формы. Недавние исследования нашей лаборатории методом ЯМР показали существование сложного 
динамического равновесия различных ассоциированных форм гомодимера этидия (EBH), включающего 
образование взаимно интеркалированных димеров (F2) и тримеров (F3) в растворе, стабилизированных 
стэкингом хромофоров [8]. Можно предположить, что структурно подобный молекуле EBH акридиновый 
гомодимер (рисунок 1), также способен образовывать в растворе сложные агрегаты различного порядка. 

В настоящей работе методом 1H ЯМР спектроскопии проведено исследование самоассоциации 
бифункционального агента – акридинового гомодимера – в водном растворе. Сделаны выводы о структуре 
комплексов, образуемых бис-интеркалятором в растворе. 

Методика эксперимента. Акридиновый гомодимер (“Molecular Probes”, рисунок 1), растворяли в D2O 
с изотопной чистотой 99.95% (“Sigma”) и лиофилизовали. Растворы готовили путем добавления 
взвешенного количества образца в D2O, содержащем 0.1 моль/л HEPES буфера (pD 7.4) и 10-4 моль/л ЭДТА. 

1М- и 2М-1H-ЯМР спектры измерены на спектрометре “Bruker DRX” с резонансной частотой 500 МГц. 
Концентрационные измерения протонных химических сдвигов молекул AcrD выполнены при двух 
температурах, T = 298К и T = 308К, в интервале концентраций 0,5 ÷ 0,03 ммоль/л (рисунок 2,а); 
температурные зависимости химических сдвигов протонов ароматических молекул измерены в диапазоне 
температур от 278 К до 348 К (рисунок 2,б). Химический сдвиг определяли относительно ДСС (2,2 диметил-
2 силапентан-5-сульфокислота), в качестве внутреннего стандарта использовали бромид тетраметиламмония 
(ТМА). Все ЯМР эксперименты выполнены в условиях быстрого обмена различных молекулярных 
комплексов в масштабе времени ЯМР. 

Отнесение сигналов в спектрах 1H-ЯМР, отождествление химических и пространственных связей 
проводили соответственно с помощью двумерных гомоядерных TOCSY и ROESY экспериментов. Методика 
приготовления образцов и проведения экспериментов описана в [9]. 
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Результаты и обсуждение. Анализ концентрационных и температурных зависимостей протонных 
химических сдвигов AcrD (рисунок 2) свидетельствует об отсутствии явно выраженной немонотонности 
кривых в сравнении с исследованным ранее гомодимером этидия в близких экспериментальных условиях 
[8]. В работе [8] на кривых δ(C) и δ(T) наблюдался четкий минимум, отсутствующий у классических 
моноинтеркаляторов [9], что объяснялось конкурирующим влиянием на химический сдвиг как минимум 
двух реакций комплексообразования EBH в растворе. Проведенный в [8] вычислительный эксперимент 
показал наилучшее соответствие экспериментальным данным при использовании следующей модели 
динамического равновесия молекул гомодимера этидия в растворе: 

в)       б),     ),а  322
32 FFFFFFFU KKKh →←+→←+→← ,            (1) 

где U и F – открытая и закрытая конформации EBH, соответственно (рисунок 3,а,б); F2 и F3 – частично 
интеркалированный димер и тример EBH, соответственно (рисунок 3,в,г). При этом образование минимума 
на кривых химического сдвига было обусловлено сильным деэкранированием протонов EBH, сближенных с 
зарядами линкера в комплексе F3 (рисунок 3г), и одновременно экранированием этих же протонов в димере 
(рисунок 3в). Следует отметить, что азоты линкера акридинового гомодимера при использованных в работе 
pD (pD 7.4) не заряжены (согласно [5] константа ионизации аминогрупп линкера вблизи массивных 
акридиновых хромофоров понижается до значения меньше 7, что соответствует нейтральной форме линкера 
при pD > 7). Последнее дает основание применить модель (1) для обработки экспериментальных данных по 
самоассоциации AcrD (рисунок 2). 

С учетом закона действующих масс, могут быть записаны уравнения для закона сохранения массы и 
наблюдаемого химического сдвига в условиях быстрого молекулярного обмена [8]: 
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где Kh и δU, δF; K2 и δ2; K3 и δ3 – равновесная константа и химический сдвиг мономера, димера и тримера 
AcrD, соответственно; h0 – концентрация AcrD в растворе. Как и ранее [8], химический сдвиг в открытой и 
закрытой формах акридинового гомодимера можно примерно полагать одинаковыми δU ≈ δF. Следовательно, 
наблюдаемые концентрационные зависимости протонных химических сдвигов AcrD (рисунок 2,а) являются 
функцией шести неизвестных параметров: Kh, δF, K2, δ2, K3, δ3, которые могут быть найдены с 
использованием вычислительной процедуры, описанной ранее [8,9]. Термодинамические параметры 
(энтальпия и энтропия) реакций самоассоциации (1) определялись исходя из температурных зависимостей 
протонных химических сдвигов (рисунок 2,б) с учетом аппроксимации температурной зависимости 
равновесных констант Kh, K1, K2, K3 в уравнении (2) соотношением Вант-Гоффа [8,9] и использованием 
аналогичной вычислительной процедуры. Величины рассчитанных параметров приведены в табли 
цах 1,2. 
Таблица 1 – Предельные значения химических сдвигов протонов AcrD в составе различных комплексов 

 H8 H4 H3 H5 H7 H1 
T = 298K 

δU≈δF 8.04 7.57 7.57 7.49 7.38 7.27 
δ2 7.82 7.31 7.31 7.26 7.25 7.08 

 
 а) б) 

Рисунок 2 – Концентрационные (а) и температурные (б) зависимости химического сдвига протонов акридинового гомодимера 

 
                                а)                          б)                             в)                               г) 

Рисунок 3 – Структуры комплексов бис-интеркалятора в водном растворе 



δ3 7.26 6.81 6.81 6.64 6.72 6.45 
T = 308K 

δU≈δF 8.05 7.58 7.57 7.51 7.38 7.28 
δ2 7.76 7.28 7.22 7.28 7.11 7.15 
δ3 7.43 6.91 6.96 6.80 6.82 6.55 

 
Таблица 2 – Равновесные константы (л/моль), энтальпии (кДж/моль) и  
энтропии (Дж/моль⋅К) реакций самоассоциации AcrD и EBH [8] 

Реакция K298 K308 -∆H -∆S 
AcrD 42 ± 10 26 ± 6 11 ± 3 6 ± 3 U ↔ F EBH 25 ± 5  9 ± 3 4 ± 2 
AcrD 540 ± 130 400 ± 100 32 ± 5 50 ± 10 F + F ↔ F2 EBH 730 ± 100  23 ± 3 22 ± 5 
AcrD 4200 ± 1000 3200 ± 800 28 ± 5 25 ± 5 F + F2 ↔ F3 EBH 1400 ± 200  26 ± 3 27 ± 5 

Для подтверждения адекватности применения модели (1) к анализу данных по самоассоциации 
акридинового гомодимера были дополнительно проведены расчеты равновесных констант и индуцированных 
химических сдвигов по димерной модели, учитывающей только реакции (1а) и (1б). Среднее экранирование, 
полученное в такой модели на один протон AcrD, составило около 2ppm. Ранее при исследовании 
самоассоциации близкого по строению к AcrD моноинтеркалятора акридинового оранжевого (AO) было 
получено среднее экранирование внутри агрегата красителя ∼ 1.1 ppm [9]. Из-за подобия хромофоров AO и 
AcrD следует ожидать близкого экранирования протонов в агрегатах этих молекул, что, однако, не согласуется 
с расчетом по димерной модели. В то же время среднее экранирование протонов AcrD по модели (1) с учетом 
комплекса F3 составляет 0.8ppm (см. таблицу 1) и находится в хорошем соответствии с индуцированными 
химическими сдвигами при агрегации AO. Таким образом, применение модели (1) является физически 
адекватным полученным в настоящей работе экспериментальным данным по самоассоциации акридинового 
бис-интеркалятора. 

Анализ параметров агрегации AcrD (см. таблицу 2) свидетельствует о близком соответствии энергетики 
реакций комплексообразования молекул AcrD и EBH в растворе. Следует отметить, что линкер молекулы AcrD 
на 4 связи длиннее, чем линкер EBH, что позволяет предположить, во-первых, несколько большее расстояние 
между хромофорами в F-форме AcrD (рисунок 3,а), и во-вторых, лучший стекинг хромофоров AcrD в комплексе 
F3 (рисунок 3,г) по сравнению с образованием аналогичных комплексов EBH (длина линкера EBH в растворе 
является критичной для стабилизации частично интеркалированного комплекса F3 с характерным для 
ароматических молекул расстоянием между хромофорами 0.34 нм [8]). По-видимому, эта является основной 
причиной заметного превышения константы K3 AcrD по сравнению с EBH (см.таблицу 2) за счет более 
эффективных дисперсионных и гидрофобных взаимодействий при образовании ‘правильного’ комплекса F3 из 
молекул AcrD. Высокие отрицательные значения энтальпии и энтропии реакции (1б) (см. таблицу 2) также 
свидетельствуют об увеличении эффективности дисперсионных взаимодействий в димере F2 AcrD по сравнению 
с димером EBH. 
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